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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
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Razvrščanje organizmov v taksonomske kategorije je še vedno zahtevna naloga, navkljub 
razvoju in uporabi molekularnih tehnik v integrativni taksonomiji. Taksonomi uporabljajo 
različne znake (npr. telesna zgradba, niša, vedenje itd.), od nastanka integrativne 
taksonomije so vse bolj vključeni tudi podatki iz analize DNK (cit. po Pante in sod., 2015). 
V rod Rhizostoma (Cuvier, 1788) trenutno uvrščamo vrste Rhizostoma pulmo (Macri, 1778), 
Rhizostoma luteum (Quoy in Gaimard, 1827) in Rhizostoma octopus (Linnaeus, 1788). Vse 
tri vrste so si po telesni zgradbi zelo podobne, različna so njihova območja razširjenosti. Ker 
morfološke razlike med vrstami niso velike (npr. razlike v številu robnih krp na robu klobuka 
meduze), mnogo znanstvenikov meni, da to niso tri različne vrste, ampak ena sama vrsta, ki 
je zvezno razširjena vse od Sredozemskega do Severnega morja.  
 
V sklopu magistrske naloge smo analizirali nukleotidna zaporedja vzorcev, ki so bili 
prepoznani kot R. pulmo in so bili nabrani po celotnem Sredozemskem morju ter vzorce, ki 
so bili nabrani ob obali Španije in določeni kot R. luteum. Poleg tega so v analizo 
nukleotidnih zaporedij vključene že obstoječe sekvence iz baze GenBank, ki pripadajo vrsti 
R. octopus, nabrani ob obalah Velike Britanije, Irske, Francije in Nzozemske. Vprašljiv 
status treh vrst iz rodu Rhizostoma smo poskusili razjasniti z metodami molekularne 
filogenije. Z analizo nukleotidnih zaporedij mitohondrijskega gena za citokrom c oksidazo 
podenoto I (COI) in jedrne DNA (ITS 1, ITS 2, 28S) lahko ugotovimo ali filogenetska 
rekonstrukcija odraža/podpira tradicionalno razdelitev na tri ločene vrste.  
 
1.1 NAMEN IN HIPOTEZE 
 
S to nalogo smo želeli preučiti taksonomijo rodu Rhizostoma in ugotoviti, če rod dejansko 
predstavljajo tri vrste (R. pulmo, R. luteum in R. octopus). Za razjasnitev filogenetskih 
odnosov treh morfoloških skupin si lahko pomagamo z molekularno filogenijo. Poleg tega 
smo ugotavljali, ali je zaznavna filogeografska strukturiranosti populacij v vrstah iz rodu 
Rhizostoma. Pri tem smo se osredotočili na Sredozemsko morje in podrobneje preučili v 
kolikšni meri Gibraltarski ožina ovira genski pretok z Atlantskim oceanom.  
 
Pri tem smo si postavili naslednji delovni hipotezi: 
Hipoteza 1: R. pulmo, R. luteum in R. octopus predstavljajo ločene vrste, med katerimi ni 
genskega pretoka. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Klobučnjaki (lat. Scyphozoa) predstavljajo enega izmed štirih razredov ožigalkarjev s 
približno 200 vrstami (Arai, 1997). Eden izmed redov klobučnjakov je red korenoustih 
klobučnjakov (lat. Rhizostomeae). Predstavniki tega redu nimajo marginalnih tentaklov, 
ustni stožec (lat. manubrium) tvori osem ustnih krp na katerih so majhne ustne odprtine 
(Russell, 1970). V rod Rhizostoma (Cuvier, 1788) so uvrščene vrste R. pulmo (Macri, 1778) 
iz Sredozemskega in Črnega morja, R. octopus (Linnaeus, 1788), ki je razširjena od obale 
Portugalske do Severnega morja in R. luteum (Quoy in Gaimard, 1827) ob južni obali 
Portugalske, ob Gibraltarski ožini ter ob zahodni obali Afrike (Holst in sod., 2007). Slednja 
vrsta se pojavlja redko (Kienberger in Prieto, 2017). 
 
2.1 ŽIVLJENJSKI KROG IN MORFOLOGIJA MEDUZ IZ RODU Rhizostoma 
 
Življenjski krog klobučnjakov sestavljata pritrjen polip in prostoplavajoča meduza. 
Klobučnjaki se razmnožujejo spolno in nespolno. Nespolno razmnoževanje predstavljata 
brstenje in strobilacija polipa. Vrste iz rodu Rhizostoma imajo ločena spola, iz meduze se 
spolne celice sprostijo v vodo in oplojeno jajčece se razvije v planulo (Holst in sod., 2007). 
Planule R. luteum (Kienberger in Prieto, 2017) in planule R. octopus (Holst in sod., 2007) 
najprej prosto plavajo od 1 do 5 dni preden se pritrdijo na podlago. Polipi iz vrste R. pulmo 
in R. luteum imajo povprečno16 tentaklov (Fuentes in sod., 2011; Kienberger in sod., 2018), 
medtem ko jih ima polip R. octopus lahko do 24 (Holst in sod., 2007). Barva polipa variira 
med belo in rožnato odvisno od prehrane (Fuentes in sod., 2011). Telo polipa se najprej 
podaljša in pod tentakli nastane krožna vgreznitev. Tentakli se resorbirajo. Nastanejo 
zametki efir, nato sledi strobilacija. Popolnoma razvita efira ritmično pulzira, dokler se ne 
odcepi. Efira ima osem robnih krp, gastralni sistem je sestavljen iz gastrovaskularne votline 
ter 16 gastralnih vrečk. Po treh do štirih tednih začne dobivati zvonasto obliko meduze. 
Meduza se nato razmnožuje spolno in predstavlja spolno generacijo (Holst in sod., 2007; 
Fuentes in sod., 2011). 
  
3 
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2.2 MORFOLOŠKE RAZLIKE MED VRSTAMI 
 
Vse tri vrste so po zgradbi zelo podobne, R. pulmo in R. octopus sta si morfološko najbolj 
podobni in se razlikujeta le po številu robnih krp (Mayer, 1910). R. luteum se od R. pulmo 
in R. octopus razlikuje po obliki ustnih ramen in končnih priveskov, ki so v R. luteum 
podaljšani in stanjšani, ter po fižolastih zadebelitvah, ki so prisotne v subgenitalnih 








Slika 1: Meduze iz treh vrst rodu Rhizostoma. a) Rhizostoma pulmo (foto: Tihomir Makovec), b) Rhizostoma 
luteum (foto: Roberto Pillon, 2017), c) Rhizostoma octopus (foto: Wilfried Bay-Nouailhat) 
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Preglednica 1: Morfološke razlike med vrstami R. pulmo, R. luteum in R. octopus (Tabela je prirejena po Mayer, 
1910 in Russel, 1970) 
 R. pulmo R. luteum R. octopus 
Premer klobuka [mm] 150 - 600 200 - 300 150 – 600 
Površina izbočenega 
zgornjega dela (exumbrella) 
Zrnata Groba z ovalnimi 
bradavicami  
Zrnata  
Število robnih krp 80 80 96 – 112 
Barva Klobuk je mlečno 
rumene občasno 
rdečkasto-rjave barve, 
robne krpe so modro 
vijolične, ustna ramena 
so oranžno rumene do 




klobuka so rdeče rjave 
barve, ustna ramena 
so rumenkasta, 
končni priveski so 
vijolično rjavi.  
Klobuk je mlečno 
rumene občasno 
rdečkaste barve, robne 
krpe so modro 
vijolične, ustna ramena 
so oranžno rumene do 
rjavo rdeče ali vijolične 
barve.  
Terminalni priveski Dolžina enaka 1/3 
ustnih ramen, trikotni 
presek, najširši del pri 
bazi, brez bazalnega 
peclja. 
Daljši kot ustna 
ramena z dolgim 
bazalnim pecljem in 
izboklino v obliki 
fižola. 
Daljši kot spodnji del 
ustnih ramen z 
bazalnim pecljem in 
izboklino v obliki 
fižola. 
Ustna ramena 8 urejenih v štiri pare, 
dolžina enaka premeru 
klobuka. 
Zgornji del ramena je 
daljši in robustnejši 
od spodnjega dela, 
združena v ustni 
stožec. 
8 urejenih v štiri pare 
 
Pojavljanje Najpogosteje se 
pojavlja v 
Sredozemskem morju. 
Poleg tega tudi v Črnem 
morju ter 
severovzhodnem 
Atlantiku. Prisotna je 
čez celo leto, 
najštevilčnejša med 
junijem in avgustom. 




Afrike (S Atlantik), 
Gibraltar, Alboransko 
morje. 
Pojavlja se v hladnih 
vodah Atlantskega 
ocena ob obalah 









2.3 MNOŽIČNO POJAVLJANJE KLOBUČNJAKOV 
 
Hitro povečanje števila meduz je značilnost nekaterih skupin ožigalkarjev, ki spadajo v 
skupino Medusozoa, mednje uvrščamo tudi klobučnjake. Danes je množično pojavljanje 
meduz pogostejše kakor v preteklosti (Brodeur in sod., 2008), razlogi so ponavadi povezani 
s hidroklimatskimi in okoljskimi dejavniki (Waryani in sod., 2015). K najverjetnejšim 
razlogom za množično pojavljanje prištevamo klimatske spremembe, evtrofikacijo in 
prekomeren ribolov (Richardson in sod., 2009). S segrevanjem oceanov populacije meduz 
naraščajo in njihovi areali se širijo proti severu (Purcell in sod., 2007). Spremembe v 
temperaturi in slanosti lahko privedejo do stratifikacije vodnega stolpca. Ker je zgornja plast 
5 
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s hranili v pomanjkanju, pride do spremembe prehranjevalne verige, kjer začnejo 
prevladovati flagelati. Taka veriga bolj ustreza meduzam kot ribam, kar poveča njihovo 
številčnost (Richardson in sod., 2009). Tokovi zanašajo meduze na nove lokacije in s tem 
vplivajo na njihovo številčnost in razširjenost (Purcell in sod., 2007). V evtrofnih vodah je 
povečano število fito in zooplanktona ter zmanjšana koncentracija kisika. V takih vodah 
meduze lahko preživijo, kar pripomore k povečani številčnosti (Arai, 2001). Čeprav še ni 
neizpodbitno dokazano, pa bi lahko tudi prekomeren izlov rib vplival na številčnost meduz, 
saj veliko rib tekmuje za zooplanktonsko hrano z meduzami, hkrati pa jih tudi plenijo 
(Purcell in Arai, 2001). Upad staležev pelaških rib je povezan z večjo možnost za množično 
pojavljanje meduz (Richardson in sod., 2009). Eden izmed razlogov zakaj se populacije 
meduz množijo, pa je tudi vnos invazivnih vrst meduz in njihova hitra rast populacij na 
novem območju (npr. rebrače) (Mills, 2001). Pojavljanje je lahko posledica hitre rasti 
populacije ali prihoda iz druge lokacije (Graham in sod., 2001).  
 
2.4 FILOGENIJA RODU Rhizostoma 
 
V rod Rhizostoma združujemo tri vrste. Ker morfološke razlike med vrstami niso velike, 
številni taksonomi menijo, da to niso tri različne vrste, ampak ena sama vrsta, ki je zvezno 
razširjena od Sredozemskega pa vse do Severnega morja. Vrsto R. luteum sta prvič opisala 
Quoy in Gaimard leta 1827 na območju Gibraltarja pod imenom Orythia lutea. Mayer (1910) 
je bil prepričan, da sta R. luteum in R. octopus lokalni varieteti vrste R. pulmo. Poleg njiju je 
opisal še dve varieteti vrste R. pulmo in sicer R. corono iz Rdečega morja ter R. capensis iz 
južnega Atlantika (obala Južne Afrike). Mayer (1910) je dodal, da je status R. capensis 
vprašljiv, saj njen opis temelji na nenatančnih podatkih iz potopisa raziskovalcev Quoya in 
Gaimarda. Kramp (1955, 1961) je sprejel R. luteum kot ločeno vrsto, vendar pa je predlagal, 
da se vrsto R. octopus obravnava kot lokalno varieteto. Obstoj vrste R. luteum 
znanstvenikom še vedno vzbuja dvom, saj le ta prekinja areal bolj sorodnima vrstama R. 
pulmo in R. octopus (Russell, 1970). R. luteum velja za redko vrsto vendar sta avtorici 
Kienberger in Prieto (2017) mnenja, da za tako oceno številčnosti stoji nepravilna 
identifikacija. R. luteum je namreč morfološko podobna vrstama R. pulmo in Catostylus tagi 
(Haeckel, 1869). Filogenetske analize osebkov R. pulmo iz centralnega Sredozemskega 
morja ter severnega Jadrana niso pokazale nobene regionalne delitve v skupine. V severnem 
Jadranu so imeli osebki najnižjo haplotipsko in nukleotidno raznolikost, kar lahko pomeni, 
da je območje severnega Jadrana ponor vrst (Ramšak in sod., 2012).  
 
2.5 GENSKI MARKERJI 
 
Genski markerji predstavljajo kratko, polimorfno zaporedje DNK, ki je specifično in ga 
uporabljamo za identifikacijo posameznikov, populacij ali vrst. Glede na izvor ločimo jedrne 
in mitohondrijske markerje (Zhang in Hewitt, 2003). Nevtralne mitohondrijske markerje 
uporabljamo zaradi preproste izolacije DNK, pojavljanja v velikem številu kopij, visoke 
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frekvence mutacij, haploidne narave, ki je posledica maternalnega dedovanja. Z mtDNK je 
enostavno delati, saj je na voljo veliko univerzalnih začetnih oligonuklotidov, s katerimi 
lahko pomnožujemo izbrane mitohondrijske regije (Avise, 2009). Zaradi hitrejšega 
generacijskega časa mitohondrijev, večje izpostavljenosti oksidativnemu stresu in slabših 
popravljalnih mehanizmov pri podvajanju, je hitrost evolucije večja, zaradi česar so 
primernejši za ugotavljanje filogenetskih odnosov med sorodnimi taksoni (Freeland, 2005). 
Pri enostarševskem dedovanju ni rekombinacij, kar pomeni, da imajo potomci enak 
mitohondrijski genom kot njihova mati. Podobnost mtDNK znotraj vrste nakazuje sled do 
skupnega prednika (Avise, 2000). Posledično lahko mitohondrijske linije lažje in bolj 
natančno identificiramo kot jedrne. MtDNK je haploidna in se deduje maternalno, zato je 
številčnost mtDNK v primerjavi z jedrno za četrtino manjša. Prav zaradi manjšega števila 
kopij je občutljiva na demografske spremembe kot na primer ozko grlo. Znana je zgradba 
mtDNK iz klobučnjakov, ki jo sestavlja 13 kodirajočih genov, 22 prenašalnih RNK (tRNK), 
dve ribosomski DNK (rRNK) ter kontrolne regije (Shao in sod., 2006). V raziskavah lahko 
uporabimo celotno zaporedje mtDNK ali posamezne regije (Freeland, 2005). Najpogosteje 
uporabljamo zaporedja za velike in male rDNK, citokrom c oksidaze I (COI). COI regija je 
eden najpogosteje uporabljenih markerjev pri višjih metazojih. 
 
Za jedrno DNK je značilna počasnejša evolucija, saj ima le-ta učinkovitejše popravljalne 
mehanizme DNK, je izpostavljena manjšemu oksidativnemu stresu ter je obdana s histoni. 
Poleg mutacij na variabilnost jedrne DNK vpliva tudi rekombinacija alelov (Avise, 2009). 
Primerni za filogenetske analize znotraj rodu so se izkazali jedrni geni za 5,8S, 28S in 18S 
rRNK ter nekodirajoči intragenski regiji ITS1 in ITS2. Geni za ribosomsko RNK (rRNK) so 
prisotni v številnih kopijah, zato je njihova izolacija lažja in učinkovitejša. ITS1 in ITS2 sta 
medgenska odseka, ki sta organizirana v točno določeno zaporedje v ribosomskem operonu 
(18S – ITS1 – 5.8S – ITS2 – 28S). Nekodirajoče regije, kot sta ITS1 in ITS2, so bolj 
informativne in variabilne, saj v primerjavi z kodirajočimi regijami niso izpostavljene 
močnim selekcijskim pritiskom (Lafontaine in Tollervey, 2001). 
 
2.6 MOLEKULARNA FILOGENIJA 
 
V primeru, ko so morfološke razlike med vrstami majhne, lahko odnose razjasnimo z analizo 
nukleotidnih zaporedij v DNK. Molekularna filogenija ponazori sorodstvene odnose med 
raziskovanimi taksoni na podlagi nukleotidnih zaporedij. Poznamo dve skupini metod za 
izdelavo filogenetskih dreves in sicer distančne metode (»distance matrix methods«) in 
metode z znaki (»character based methods«). Pri prvi skupini metod najprej izračunamo 
evolucijsko razdaljo med vsemi pari taksonov in nato na podlagi algoritmov, ki temeljijo na 
funkcijskih odnosih, rekonstruiramo filogenetsko drevo. Pri drugi skupini metod 
rekonstruiramo filogenetsko drevo tako, da poiščemo čim krajšo pot, ki vodi do opaženih 
genetskih sprememb (Jerman in Štern, 1999). Metode z znaki lahko delimo še naprej. V 
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literaturi so najpogostejše metoda največjega verjetja (»Maxiumum Likelihood – ML«), 
Bayesov pristop (Whelan in sod., 2001) in metoda največje varčnosti (»Maximum 





Filogeografija je raziskovalno področje, ki preučuje geografsko razširjenost populacij 
znotraj vrste ali ozko sorodnih vrst. Pojasnjuje vzroke in procese geografske razširjenosti 
vrst, hkrati pojasnjuje vpliv zgodovinskih in demografskih procesov populacije na današnjo 
razširjenost (Avise, 2000). Večina filogenetskih raziskav, ki preučujejo filogenetsko in 
geografsko delitev znotraj vrst, temelji na mitohondrijskih in jedrnih zaporedjih DNK 
(Avise, 2000). V primeru, ko imajo različni taksoni s podobno razširjenostjo podobne 
filogeografske vzorce, lahko sklepamo, da so pretekla dogajanja podobno vplivala na 
filogeografsko razporeditev teh taksonov. Zaradi ekoloških in bioloških razlik taksonov ali 
različnih demografskih procesov, imajo lahko taksoni z istega območja različne 
filogeografske vzorce (Pelc in sod., 2009). Množično pojavljanje vrst z ozko disperzijo se 
razlikuje od tistih s širšo. Osebki vrst z ozko disperzijo so si med seboj genetsko bolj 
podobni, hkrati pa se razlikujejo od osebkov, ki se množično pojavljajo na drugih lokacijah 
(Lucas in Dawson, 2014). Osebki vrst s široko disperzijo so genetsko variabilni z visokim 
pretokom genov med lokacijami (Faleh in sod., 2017; Stopar in sod., 2010). 
 
V morjih lahko okoljski gradienti (npr. slanost, temperatura), oceanografske ovire (npr. 
vodni tokovi) in razdrobljeni habitati vplivajo na filogeografsko strukturo (Dawson, 2005). 
Tudi po umiku ovire, bodo vrste z ozko razširjenostjo še mnogo generacij kazale stare 
vzorce, zaradi majhnega pretoka genov, ki ga je v preteklosti omejevala ovira (Hellberg in 
sod., 2002). To je tudi verjeten razlog za prisotnost dveh mitohodrijskih kladov v 
klobučnjaški vrsti Pelagia noctiluca. Ta klada sta verjetno nastala kot posledica 
fragmentacije življenjskega okolja v morju, do katerega je prihajalo v pleistocenskih 
poledenitvenih ciklih (Stopar in sod., 2010). 
 
V primeru vrst z učinkovitim razširjanjem, med katerimi so pogosto tudi planktonske vrste, 
se zaradi visokega pretoka genov homogenizacija populacij doseže v relativno kratkem času 
(Grosberg in Cunningham, 2000). Vrste z ozko razširjenostjo prikazujejo zgodovinske 
vzorce (Jacobs in sod., 2004), medtem ko vrste s planktonskim razširjanjem prikazujejo 
trenutno stanje oziroma trenutno oceanografsko povezanost (Wares in sod., 2001; Gilg in 
Hilbish, 2003; Galindo in sod., 2006). 
 
Sredozemsko morje je zaprto območje in je z Gibraltarsko ožino na zahodu povezano z 
Atlantskim oceanom, preko Dardanel na vzhodu z Marmarskim in Črnim morjem ter s 
Sueškim kanalom z Rdečim morjem in Indijskim oceanom na jugovzhodu. Na območju med 
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Sicilijo in Apeninskim polotokom plitek greben loči Sredozemsko morje na zahodni ter 
vzhodni del. To napol zaprto morje predstavlja habitat več kot 8500 makroskopskim vrstam 
(Longhurst, 1998; Bianchi in Morri, 2000). V zadnjih nekaj milijonih let je bilo 
Sredozemsko morje podvrženo pestrim geološkim dogajanjem, od skoraj popolne izsušitve 
v času mesinske krize slanosti (pred 5,5 do 5,0 milijoni let) do izmenjave hladnih obdobij s 
toplimi v času kvartarja. V poznem miocenu je bilo med mesinsko krizo Sredozemsko morje 
ločeno od Atlantskega oceana. Nivo vode se je znižal do te mere, da so ostale z vodo 
napolnjene le najgloblje kotanje, čemur je sledila tolikšna porast slanosti, da je velika večina 
organizmov izumrla. V kenozoiku se je ločitev prekinila zaradi tektonskega dviganja in 
sprememb gladine morja. Atlantski ocean se je prelil v Sredozemsko morje. Zato sta favna 
in flora Sredozemskega morja mladega izvora v primerjavi z okoliškimi morji in veliko 
število vrst je posledica kolonizacije večinoma iz Atlantskega oceana, v manjši meri tudi iz 
Rdečega morja, do katerega je prišlo nedavno, šele po izgradnji Sueškega prekopa. Tudi v 
kvartarju so nastala krajša obdobja ločitve Sredozemskega morja in Atlantskega oceana kot 
posledica ledenih dob in z njimi povezane spremembe morske gladine. To območje je 
zaznamovalo, kar precej geoloških dogodkov, med katerimi je bila zelo pomembna 
poledenitev v pleistocenu (cit. po Patarnello in sod., 2007). Gibraltarska ožina ločuje 
Sredozemsko morje od Atlantskega oceana, široka je približno 12,9 km in globoka 284 m. 
Voda iz Atlantika vstopa v Sredozemsko morje v višjih slojih, medtem ko bolj slana voda 
potuje proti Atlantiku v nižjih slojih. Tudi v Sredozemskem morju obstajajo ožine, ki ga 
ločujejo na različne biogeografske regije (Bianchii in Morri, 2000). Sicilska ožina leži med 
otokom Sicilijo in Tunizijo in je globoka med 360 m in 430 m. Mesinska ožina pa leži med 
vzhodnim delom otoka Sicilija ter celinsko Italijo. Je zelo ozka in precej plitva ožina. Poleg 
ožin pa je zelo pomembna biogeografska ovira tudi Almerijsko - Oranska fronta (angl. 
Almeria – Oran front; AOF) med Španijo in Alžirijo. Dotok manj goste vode iz Atlantika 
ustvari dva anticiklonska toka vode na območju Alboranskega morja. To kroženje ustvari 
Almerijsko - Oransko fronto. Ta oceanografska fronta se premika s hitrostjo 40 cm/s iz 
Španije do severno afriške obale in predstavlja oviro za pretok genov med nekaterimi 
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Delo je potekalo v laboratoriju na Nacionalnem inštitutu za biologijo - Morski biološki 
postaji Piran (NIB – MBP). Analize smo opravili na vzorcih, ki so bili že nabrani in so bili 
do izolacije shranjeni v 96% etanolu na -20 °C. Pomnožili smo DNK iz 35 osebkov vrste R. 
pulmo ter iz 23 osebkov vrste R. luteum, ki sta jih nabrali Karen Kienberger in dr. Laura 
Prieto s CSIC, Španija. V analizo smo dodali tudi nukleotidna zaporedja iz baze Genbank. 
Tako smo skupno analizirali 96 osebkov vrste R. pulmo, 65 osebkov vrste R. octopus, 27 
osebkov vrste R. luteum ter 16 zunanjikov za koreninjenje filogenetskih dreves. Osebke rodu 
Rhizostoma so vzorčili različni raziskovalci na 13 lokacijah, ki smo jih združili glede na 
biogreografske regije. Areala vrst R. pulmo (HF930513.1) in R. luteum (HF937340_1, 
HF937341_1, HF545309_2) v severo vzhodnem Atlantiku se prekrivata.  Seznam osebkov 
in lokacij je v prilogi B. V raziskavo smo vključili tudi 13 vzorcev meduz označenih kot R. 
pulmo iz območja Črnega morja. Vendar se je izkazalo, da so bili ti vzorci napačno določeni 
ali napačno označeni. Naša DNK analiza je pokazala, da so primerki vrste Aurelia aurita. 




Slika 2: Prikaz vzorčnih mest analiziranih osebkov iz vrst R. pulmo (rožnati krogi), R. octopus (rdeči krogi), 
R. luteum (rumeni krogi). Črni krogi predstavljajo vzorce vrste Aurelia aurita, ki so jih napačno določili kot 
vrsto R. pulmo in smo jih zato iz raziskave izključili. 
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3.2 KEMIKALIJE IN OPREMA 
 
Uporabljene kemikalije, laboratorijska oprema, računalniški programi ter potrošni material 
so prikazani v Preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij, laboratorijske opreme, računalniških programov ter 
potrošnega materiala  
Kemikalije Proizvajalec 
E.Z.N.A.® Mollusc DNA Kit Omega Bio-tek, ZDA 
96% etanol Sigma, Nemčija 
100% isopropanol Sigma, Nemčija 
Kloroform: izoamilalkohol: (24:1) Fluka, Švica 
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
polimeraza Taq DNA, 1 U/ul Thermo Fisher Scientific, ZDA 
TopTaq DNK polimeraza  Qiagen 
KAPA HiFi HotStart ReadyMixPCR Kit Kapa Biosystems 
Deionizirana voda Mili Q  
2mM dNTP mešanica (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Thermo Scientific, ZDA  
PCR pufer (10x koncentriran) Thermo Scientific, ZDA  
25 mM MgCl2  Thermo Scientific, ZDA  
Temperaturno občutljive alkalne fosfataze - FastAP™ Thermo Scientific, ZDA 
Eksonukleaza - exonuclease I Thermo Scientific, ZDA 
Agaroza Sigma, Nemčija 
1x TAE pufer (0,04 M Tris-acetat, 0,001 M EDTA; pH 8.0)  
Etidijev bromid Sigma, Nemčija 
Marker - Gene Ruler ™ MBI Fermentas, Vilna, Litva 
Nanašalni pufer CoralLoad Concentrate Qiagen, Nemčija 
Laboratorijska oprema  
Mikrocentrifuga Sigma, Nemčija 
Stresalnik IKA, Nemčija 
Vodna kopel Biosan, Latvija 
Fluorimeter DNA QUBIT 2.0 Invitrogen, Thermo Scientific, ZDA 
Ciklični termostat  Biometra, Nemčija 
Mikrovalovna pečica  
Elektroforetske banjice  
Napajalnik visoke napetosti Biometra 
Tehtnica  
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje, Slovenija 
UV presvetljevalnik gelov Biometra; Nemčija 
Pipete Gilson, Middeltone, ZDA 
 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam uporabljenih kemikalij, laboratorijske opreme, računalniških programov 
ter potrošnega materiala 
Računalniški programi  
Chromas Pro 2.1.8 Technelysium Pty Ltd 2005, Avstralija 
Ali View 1.22 Larson, 2014 
Fig Tree v 1.4.3. University of Edinburgh, UK 
MrBayes v3.2.6 Ronquist, 2012 
jModelTest-2.1.10 Posada, 2018 
Mega 7 Kumar, Stecher, Li, Knyaz, in Tamura, 2018 
DUMBE 7 Xia, 2018 
PhyML3.0 Guindon in Gauscuel, 2003 
Sequence Matrix Vaidya, 2011 
Potrošni material: rokavice iz lateksa, papirnate brisače, parafilm, rezila, igla, petrijevke, čaše, 
mikrocentrifugirke, nastavki za pipetiranje. 
 
3.3 IZOLACIJA DNK 
 
Večina DNK vzorcev je bila shranjenih v alkoholu v zmrzovalniku na – 20 °C. Iz vzorcev 
tkiv (gonade ali rob klobuka meduze) z oznakami RP2008, RP2308, RP2309, RP2310, 
RP2601, RP2602 ter RP2603 smo sami izolirali DNK. Najprej smo dali tkivo v petrijevko, 
ga osušili in narezali na drobne koščke. Počakali smo, da ves alkohol izhlapi ter tkivo 
prenesli v mikrocentrifugirko. DNA smo izolirali s kompletom “E.Z.N.A. Mollusc DNA kit˝ 
(Omega, ZDA) po protokolu proizvajalca. Postopek temelji na dobro uveljavljenih lastnostih 
kationskega detergenta, cetiltrimetil amonijevega bromida (CTAB) in vezavo DNA na 
HiBind® Omega Bio-tek® matriks. Vzorce  smo homogenizirali in razgradili v pufru, ki 
vsebuje CTAB, temu je sledila ekstrakcija z mešanico kloroform:izoamilalkohol, da smo 
odstranili mukopolisaharide. Nadaljnje čiščenje DNK je potekalo na HiBind® koloni, na se 
veže DNK, medtem ko se soli, beljakovine in druge nečistoče sperejo skozi kolono, tako da 
na koli ostane vezana le DNK visoke čistoče. Vzorce smo shranili v zmrzovalniku pri -20 
°C do nadaljnje uporabe. 
 
3.4 MERJENJE KONCENTRACIJE DNK 
 
Koncentracijo DNK vzorcev smo izmerili s flurimetrom QUBIT 2.0 Fluorometer (Thermo 
Scientific, ZDA). Delovno raztopino smo pripravili, tako da smo zmešali reagent (Qubit 
reagent) v razmerju (1 µL Qubit reagenta x število vzorcev) in pufer (Qubit Buffer) v 
razmerju (199 µL pufra x število vzorcev) in nato v označene mikrocentrifugirke prenesli 
199 µL delovne raztopine ter ji dodali 1 µL DNK. Mešanico v mikrocentrifugirkah smo 
premešali na stresalniku ter odčitali koncentracijo DNK na fluorimetru. 
 
12 
Lokar K. Filogenija in filogeografija meduz rodu Rhizostoma v Sredozemskem morju.   
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
 
 
3.5 POMNOŽEVANJE DNK V VERIŽNI REAKCIJI S POLIMERAZO (PCR) 
 
Pomnožili smo odseke 28S rDNK, ITS1 in ITS2, ki so del genomske DNK, ter COI z 
mitohondrijske DNK. 28S rDNK pomnožek je bil dolg približno 920 bp, ITS1 okrog 300 
bp, ITS2 okrog 430 bp in COI okrog 500 bp. Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
je v Preglednici 2. Odseke smo pomnožili v cikličnem termostatu Thermal Cycler (Biometra, 
Nemčija).  
 
Koncentracije reagentov v 50 uL reakcijski mešanici so bile: 
• 1,25 enote Taq polimeraze 
• 5 µL 10-krat koncentriranega PCR pufra 
• 2 mM MgCl2 
• 2 mM dNTP 
• 10 µM začetnega oligonukleotida F 
• 10 µM začetnega oligonukleotida R 
• 5 µL DNA iz vzorca 
• Deionizirana voda do volumna 50 µL 
 





Nukleotidno zaporedje Referenca 
28S Aa_H28S_1078 5'-GAA-ACT-TCG-GAG-GGA-ACC-AGC-
TAC-3' 
Bayha in sod., 2010 
Aa_L28S_21 5'-GAA-CRG-CTC-AAG-CTT-RAA-ATC-T-
3' 
Bayha in sod., 2010 
ITS1 Its1 5'-GTT-TCC-GTA-GGT-GAA-CCT-GC-3' White in sod., 1990 
Its2 5'-GCT-GCG-TTC-TTC-ATC-GAT-GC-3' White in sod., 1990 
ITS2 Its3 5'-GCA-TCG-ATG-AAG-AAC-GCA-GC-3' White in sod., 1990 
Its4 5'-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3' White in sod., 1990 
COI ScyCOIr 5’-AAA-TGT-TGG-AAT-ART-ATT-GGR-
TCT-CCT-3’ 
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Za pomnoževanje 28S regije smo uporabili »touch down« temperaturni profil. V prvih petih 
in naslednjih šestih ciklih smo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov zniževali 
od 65 do 47 °C in sicer 2 °C na cikel. Sledilo je še 35 ciklov s temperaturo prileganje 47°C. 
 
95 °C – 3 min 
95 °C – 45 s 
65 - 57 °C – 1 min 20 s       5 x 
72 °C – 1 min 
 
95 °C – 45 s 
57 – 47 °C – 1 min         6 x 
72 °C – 1 min 
 
95 °C – 45 s 
47 °C – 1 min          35 x 
72 °C – 1 min 
72 °C – 10 min 
 
Za pomnoževanje ITS1 in ITS2 regije smo uporabili naslednji temperaturni profil: 
 
95 °C – 3 min 
95 °C – 1 min 
48 °C – 1 min          35 x 
72 °C – 90 s 
72 °C – 1 min 
 
Za pomnoževanje COI regije smo uporabili naslednji temperaturni profil: 
 
94 °C – 5 min 
94 °C – 30 s 
55 °C – 45 s          40 x 
72 °C – 45 s 
72 °C – 7 min 
 
3.6 ČIŠČENJE PCR PRODUKTOV 
 
Neporabljene začetne oligonukleotidne in nukleotide smo od produktov PCR očistili z 
eksonukleazo »Exonuclease I« (Thermo Scientific, ZDA) in temperaturno občutljivo 
fosfatazo »Fast Ap, 1 U/µL« (Thermo Scientific, ZDA). Zmešali smo 5 µL produkta PCR, 
0.5 µL eksonukleaze in 1 µL temperaturno občutljive fosfataze in pustili v cikličnem 
termostatu 15 minut pri 37 °C ter nato še 15 minut pri 85 °C. 
 
3.7 DOLOČANJE IN ANALIZA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ 
 
Očiščene PCR produkte smo poslali v podjetje Macrogen (www.macrogen.com, 
Nizozemska) na analizo nukleotidnih zaporedij. Vsi odseki genov so bili pomnoženi z istimi 
začetnimi nukleotidi, kot smo jih uporabili pri pomnoževanju DNA. 
Nukleotidna zaporedja obeh verig smo združili, pregledali in uredili v programu Chromas 
Pro 2.1.8 (Technelysium Pty Ltd 2005, Avstralija). 
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3.8 LOČEVANJE GENOMSKE DNK IN PRODUKTOV PCR NA AGAROZNEM GELU 
 
Za ločevanje genomske DNA smo pripravili 1.2% gel, za ločevanje produktov PCR pa 1.8% 
agarozni gel. Agarozni gel smo pripravili v 1 x koncentriranem pufru TAE. Dodali smo 
zatehtano agarozo, ki smo jo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se agarozna zrnca niso 
popolnoma stopila. Raztopino smo ohladili na približno 50 °C in jo vlili v model. Dodali 
smo 3 μL etidijevega bromida na 100 mL gela in počakali, da se gel strdi ter ohladi. 
 
V žepke na agaroznem gelu smo nanesli 4 µL PCR produkta, ki smo ga zmešali s kapljico 
10 krat koncentriranega nanašalnega pufra »Coralload Concentrate«, (Qiagen, Nemčija). 
Poleg vzorcev smo nanesli tudi velikostni standard 100 bp (Gene Ruler, 100 bp DNK 
Ladder, Fermentas), ki je sestavljen iz DNA fragmentov od 100 bp do 1000 bp ali velikostni 
standard 1 kb (GeneRuler, 1 kb DNA Ladder, Fermentes), ki je sestavljen iz DNA 
fragmentov od 250 do 10 000 bp. Po končani elektroforezi smo pregledali gele pod UV 
svetlobo na transiluminatorju. 
 
3.9 FILOGENETSKE ANALIZE 
 
V analizo smo vključili 188 osebkov iz petih biogeografskih regij (severni (S) Jadran, 
zahodno (Z), vzhodno (V), centralno (C) Sredozemsko morje, severovzhodni (SV) Atlantik). 
Analizirali smo poravnana nukleotidna zaporedja genov za COI (141 osebkov), 28S (53 
osebkov), ITS1 (50 osebkov) in ITS2 (60 osebkov). Poleg tega smo analizirali tudi združena 
zaporedja 28S, ITS1, ITS2 in COI.  
 
Nukleotidna zaporedja smo poravnali s programom AliView 1.22 (Larsson, 2014), ki 
uporablja MUSCLE algoritem (Edgar, 2004). S programom Mega 7 (Kumar in sod., 2015) 
smo preverili pravilno poravnavo COI zaporedij na aminokislinskem nivoju z uporabo 
nastavitve »Coelenterate mitochondrial code«, ki uporablja genetski kod za ožigalkarje. 
S programom jModelTest-2.1.10 (Darriba in sod., 2012) smo poiskali najustreznejši 
substitucijski model z metodo največjega verjetja. Za izbiro modelov so na razpolago 
različne statistične obdelave informacij, kot na primer »Akaikov informacijski kriterij« 
(angl. Akaike's information criterion AIC; Akaike, 1974) in »Bayesov informacijski kriterij« 
(angl. Bayesian infromation criterion BIC; Schwarz, 1978).  
 
Preglednica 4: Izbrani subsitucijski modeli s programom jModelTest-2.1.10 
Genski marker Substitucijski model 
28S HKY + G 
ITS1 K80 + G 
ITS2 GTR + G 
COI GTR + I 
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Za koreninjenje filogenetskega drevesa smo uporabili zunanjike iz baze GenBank. Za 
primerjavo z 28S smo uporabili nukleotidna zaporedja iz vrst Stomolophus meleagris 
(KY610926.1, KY610927.1, KY610928.1), za COI nukleotidna zaporedja iz vrst Rhopilema 
esculentum (EU373723_1) ter Nemopilema nomurai (EU373728_1), za ITS1 nukleotidna 
zaporedja iz vrst Rh. esculentum (AB377589) ter N. nomurai (AB377548) in za ITS2 
nukleotidna zaporedja iz vrste N. nomurai (KR338967). 
 
Filogenetske odnose smo analizirali z Bayesovo metodo (angl. Bayesian inference, BI) in z 
metodo največjega verjetja (angl. Maximum likelihood, ML). BI drevesa smo izdelali s 
programom MrBayes v3.2.6 (Ronquist, 2012). Z algoritmom Monte Carlo markovske verige 
(angl. Monte Carlo Marcov Chain, MCMC) smo iskali posteriorne verjetnosti cepitev. 
Metropolis-Hastings algoritem smo uporabili za izračun verjetnosti za sprejem novega stanja 
verige. Vsako analizo smo pognali v dveh neodvisnih ponovitvah. Vsaka ponovitev je za 
vzorčenje uporabila štiri verige, tri tople ter eno hladno. V primeru, da konvergenca še ni 
bila dosežena po 1x10
6 
generacijah, smo nadaljevali z analizo, dokler konvergenca ni bila 
dosežena. To smo določili na podlagi ocene povprečne standardne deviacije frekvenc cepitve 
(angl. Average standard deviation of split frequencies, ASDSF) med ponovitvami (< 0.05). 
Na vsake 500 generacij smo shranili stanje hladne verige in četrtino dreves opustili (angl. 
burn-in). Ker ima program MrBayes omejen izbor predlaganih modelov evolucije, smo 
uporabili po kompleksnosti naslednji razpoložljivi model. 
 
S programom PhyML 3.0. (Guindon in Gascuel, 2003) smo izdelali filogenetsko drevo po 
metodi ML. Statistično podporo kladov smo izračunali z neparametričnim testom (angl. 
bootstrap) samovzorčenja s 500 ponovitvami. Za izris filogenetskega drevesa smo uporabili 
samo unikatne haplotipe, ki smo jih izbrali s programom DAMBE 7 (Xia, 2018). Za izdelavo 
združenega filogenetskega drevesa smo nukleotidna zaporedja vseh genskih markerjev iz 
istega osebka združili s programom Sequence Matrix 1.8 (Vaidya, 2010). 
 
S programom Fig Tree v 1.4.3. (Rambaut, 2009) smo pregledali in uredili nastala 
filogenetska drevesa. S programom PopArt 4.8.4 (Leigh in Bryant., 2015) smo naredili 
mrežno analizo haplotipov na podlagi nukleotidnega zaporedja za COI, ITS1 in ITS2 s 
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4.1 IZOLACIJA DNK IN POMNOŽEVANJE GENOV ZA 28S, COI, ITS1 IN ITS2 
 
Uspešno izolacijo in kvaliteto predhodno izolirane DNK smo preverili z agarozno 
elektroforezo. Izraziti pas na gelu je dokazoval zadostno količino in kakovost izolirane 
DNK. Izolirano DNK smo uporabili v reakcijah PCR. Pomnožili smo 932 bp dolg 28S odsek, 
545 bp dolg ITS1 odsek, okrog 558 bp dolg ITS2 odsek in okrog 654 bp dolg COI odsek. 
 
  
Slika 3: Prikaz pomnoženih genov za 28S (a) in COI (b). S številkami so označeni vzorci vrste Rhizostoma 
pulmo. Kratica NTC predstavlja negativno kontrolo. Pri elektroforezi PCR vzorcev smo uporabili velikostni 
standard (VS) 100 bp (Gene Ruler ™, MBI Fermentas, Litva). 
 
4.2 FILOGENETSKA ANALIZA 
 
Za filogenetsko analizo smo uporabili zaporedja odsekov 28S, COI, ITS1 in ITS2. Za 
razrešitev vprašanja filogenetskih odnosov smo uporabili Bayesovo statistiko ter metodo 
največjega verjetja. Ker so imela drevesa s prej navedenima metodama podobno topologijo 
in podporo razvejitve, so prikazana filogenetska drevesa haplotipov le za Bayesovo 
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Slika 4: Filogenetsko drevo 28S nukleotidih zaporedij izračunano po Bayesovi metodi s programom MrBayes. 
Dolžine vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po HKY+G substitucijskem modelu. Številke 
predstavljajo relativno podporo Bayesovemu drevesu izraženo v deležu. Dodana je tudi relativna podpora 
izračunana po metodi največjega verjetja v ležeči pisavi, vrednosti so ločene s »/«.  
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Slika 5: Filogenetsko drevo COI zaporedij izračunano po Bayesovi metodi s programom Mr Bayes. Dolžine 
vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po substitucijskem modelu GTR+I. Številke predstavljajo 
relativno podporo Bayesovemu drevesu izraženo v deležu. Dodana je tudi relativna podpora izračunana po 
metodi največjega verjetja v ležeči pisavi, vrednosti so ločene s »/«.  Pomen kratic: VS = vzhodno Sredozemsko 
morje, SJ = severni Jadran, ZS = zahodno Sredozemsko morje, CS = centralno Sredozemsko morje.  
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Slika 6: Filogenetsko drevo ITS1 zaporedij izračunano po Bayesovi metodi s programom MrBayes. Dolžine 
vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po K80+G substitucijskem modelu. Številke predstavljajo relativno 
podporo Bayesovemu drevesu izraženo v deležu. Dodana je tudi relativna podpora izračunana po metodi 
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Slika 7: Filogenetsko drevo ITS2 zaporedij izračunano po Bayesovi metodi s programom MrBayes. Dolžine 
vej so sorazmerne z genetskimi razdaljami po GTR+G substitucijskem modelu. Številke predstavljajo relativno 
podporo Bayesovemu drevesu izraženo v deležu. Dodana je tudi relativna podpora izračunana po metodi 
največjega verjetja v ležeči pisavi, vrednosti so ločene s »/«.  
 
Pri genu za 28S smo uporabili 34 haplotipov za izračun filogenetskega drevesa, med katerimi 
so štirje zunanjiki. Filogenetsko drevo prikazuje slika 4. Filogenetske odnose na podlagi 
nukleotidnih zaporedij za COI smo analizirali na 51 haplotipih vrst R. pulmo, R. luteum in 
R. octopus ter dveh zunanjikih (Slika 5). Pri genu za ITS1 smo uporabili 33 haplotipov za 
nastanek filogenetske drevesa. Med njimi dva predstavljata zunanjika (Slika 6). Pri genu za 
ITS2 smo uporabili 25 haplotipov za izris filogenetskega drevesa, med katerimi je en 
zunanjik (Slika 7). Pri zgornjih drevesih lahko opazimo, da je ločitev vzorcev pri jedrni DNA 
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Filogenetsko drevo gena za COI prikazuje ločitev vzorcev na tri vrste, kjer je podpora za 
delitev na omenjeno število vrst vrste dobra. Vrsti R. pulmo in R. octopus sta sestrski. Vrsta 
R. luteum je sestrska sestrskemu paru (R. pulmo in R. octopus). Razvidna je zmerna 
strukturiranost populacij vrst R. pulmo in R. octopus. Pri vrsti R. pulmo lahko opazimo 
razlike med populacijami iz vzhodnega, centralnega in zahodnega Sredozemlja ter severnega 
Jadrana, tako da lahko na osnovi teh ugotovitev izoblikujemo štiri ločene skupine/populacije 
te vrste. Prva predstavlja osebke iz vzhodnega Sredozemskega morja, druga iz zahodnega 
Sredozemskega morja, tretja iz severnega Jadranskega morja ter četrta iz centralnega 
Sredozemskega morja. Položaj vzorca COI_RP02 izstopa, saj je od vzorcev iz iste lokacije 
(severni Jadran) filogenetsko bolj oddaljen, kot od vzorcev iz zahodnega Sredozemskega 
morja. Prav tako izstopa vzorec COI_RP13 (centralno Sredozemsko morje). Tudi pri 
filogenetskem drevesu vrste R. octopus je opazna strukturiranost med vzorci, ki izvirajo iz 
morja ob obalah Irske, Velike Britanije ter Francije. 
 
Pri filogenetski analizi jedrne DNA smo uporabili nukleotidna zaporedja vrst R. pulmo in R. 
luteum. Delitev je v tem primeru manj očitna. Medtem ko so si sekvence regije 28S vrste R. 
luteum zelo podobne, pri vrsti R. pulmo opazimo razlike in nekaj strukturiranosti. Haplotipi, 
ki pripadajo vrsti R. pulmo, tvorijo dobro podprt klad, medtem ko haplotipi, ki pripadajo R. 
luteum ne tvorijo svojega klada, saj so med njimi majhne patristične distance. Izoblikovana 
je skupina osebkov vrste R. pulmo iz severnega Jadrana ter centralnega in zahodnega 
Sredozemskega morja (28S_RP02, 28S_RP03, 28S_RP04, 28S_RP05, 28S_RP06, 
28S_RP07, 28S_RP08), a je podpora za to skupino nizka. Filogenetsko drevo regije ITS1 
tudi dobro loči med R. pulmo in R. luteum (Slika 6). Pri obeh vrstah lahko na filogenetskem 
drevesu opazimo nekaj strukturiranosti. Razlike med sekvencami regije ITS2 vrste R. pulmo 
so majhne. Večja raznolikost se kaže pri vrsti R. luteum, kjer so izoblikovane tri slabo 
podprte skupine (Slika 7). 
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4.3 MREŽNA ANALIZA HAPLOTIPOV 
 
Mrežno analizo haplotipov smo izvedli za vsak gen ločeno v programu PopArt 4.8.4 (Leigh 
in Bryant, 2015) s postopkom »median joining«. V analizo nismo vključili zunanjikov. 
 
 
Slika 8: Mrežna analiza haplotipov gena za COI po metodi »median-joining« za R. pulmo, R. luteum in R. 
octopus. Velikost kroga je sorazmerna frekvenci določenega haplotipa. Črne pike predstavljajo manjkajoče ali 
nevzorčene haplotipe. Številke v oklepajih predstavljajo število mutacij.  
 
Pri analizi nukleotidnih zaporedij COI smo ugotovili 29 različnih haplotipov. V prilogi A 
navajamo okrajšave imen haplotipov ter njihove frekvence. 14 haplotipov se je pojavilo 
samo enkrat. Največjo frekvenco ima COI_Hap_23, ki se pojavi 36 krat. Vsi vzorci s tem 
haplotipom so iz centralnega Sredozemskega morja in so predstavniki vrste R. pulmo. 
Haplotip COI_Hap_13 imajo osebki vrste R. pulmo iz dveh lokacij in sicer zahodnega 
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Sredozemskega morja ter severovzhodnega Atlantika. Drugo največjo frekvenco ima 
haplotip COI_Hap_10 in sicer z 20 vzorci. Vsi vzorci so predstavniki R. octopus iz različnih 
lokacij severovzhodnega Atlantskega oceana. Mrežna analiza haplotipe razvrsti v tri skupine 
(Slika 8), ki ustrezajo skupinam iz filogenetske analize. Skupine so med seboj oddaljene za 
večje število mutacij. Najbolj oddaljeni sta skupini z vzorci R. luteum (COI_Hap_1) in R. 
octopus. Število mutacijskih korakov med njima je 28. Med skupina R. octopus in R. pulmo 
je 12 mutacijskih korakov. Skupina s haplotipi vrste R. pulmo se nadalje deli na 4 podskupine 
in sicer na podskupino iz centralnega Sredozemskega morja, severnega Jadrana, vzhodnega 
Sredozemska morje ter zahodnega Sredozemskega morja. Skupina centralnega 
Sredozemskega morja se nadaljuje v haplotipe severnega Jadrana, vzhodnega in zahodnega 
Sredozemskega morja. 
 
Slika 9: Mrežna analiza haplotipov gena za ITS1 po metodi »median-joining«. Velikost kroga je sorazmerna 
frekvenci določenega haplotipa. Črne pike predstavljajo manjkajoče ali nepovzorčene haplotipe. Številke v 
oklepajih predstavljajo število mutacij. 
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Pri analizi sekvenc gena za ITS1 smo dobili devet različnih haplotipov. V prilogi A so 
podane okrajšave imen haplotipov ter njihove frekvence. Sedem haplotipov se je pojavilo 
samo enkrat. Mrežna analiza haplotipe razvrsti v dve skupini, ki sta medsebojno oddaljeni 
37 mutacijskih korakov. Eno skupino predstavljajo vzorci vrste R. luteum iz zahodnega 
Sredozemskega morja. Drugo skupino pa predstavljajo vzorci vrste R. pulmo iz zahodnega, 
centralnega in vzhodnega Sredozemskega morja ter severnega Jadrana. Največjo frekvenco 
ima haplotip ITS1_Hap_6, ki se je pojavil 28 krat. Vzorci tega haplotipa se pojavijo na vseh 
lokacijah. Drugi haplotipi so se pojavili samo na eni lokaciji.  
 
 
Slika 10: Mrežna analiza haplotipov gena za ITS2 po metodi »median-joining«. Velikost kroga je sorazmerna 
frekvenci določenega haplotipa. Črne pike predstavljajo manjkajoče ali nepovzorčene haplotipe. Številke v 
oklepajih predstavljajo število mutacij. 
 
Analiza gena za ITS2 je pokazala 11 različnih haplotipov, ki jih navajamo v prilogi A. Šest 
haplotipov se je pojavilo samo enkrat. Mrežna analiza haplotipe razvrsti v dve skupini. Prvo 
skupino predstavljajo vzorci vrste R. luteum iz zahodnega Sredozemskega morja. Drugo 
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skupino predstavljajo vzorci vrste R. pulmo iz severnega Jadrana, zahodnega, vzhodnega in 
centralnega Sredozemskega morja. Od skupine z vzorci vrste R. luteum je ta skupina 
oddaljena za 9 mutacijskih korakov. Največjo frekvenco ima haplotip vrste R. pulmo 
ITS2_Hap_9, ki se pojavi 28 krat. Drugi haplotipi te vrste zvezdasto izhajajo iz njega. 
Haplotip ITS2_Hap_9 se pojavi na treh lokacijah in sicer v severnem Jadranu, v zahodnem 
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5.1 FILOGENETSKA ANALIZA 
 
Na podlagi nukleotidih zaporedij genov za 28S, ITS1, ITS2 in COI smo analizirali 
filogenetske odnose med vrstami iz rodu Rhizostoma. Analizirali smo 188 osebkov. Za 
zunanjike smo uporabili nukleotidna zaporedja, ki so dostopna v podatkovni bazi GenBank. 
V nekaterih primerih vrste R. luteum pomnoževanje DNK ni bilo mogoče, zaradi premajhne 
količine predhodno izoliranega DNK vzorca. Zaporedja vrste R. octopus so pridobljena iz 
podatkovne baze GenBank, saj vzorcev v času raziskovalnega dela nismo mogli pridobiti. 
Zaradi neraziskanosti so na voljo le zaporedja za gen COI. Kljub večkratnim ponovitvam in 
optimizaciji nekaterih DNK vzorcev, pa nismo uspeli pomnožiti vseh izbranih genskih 
markerjev, zaradi slabe kvalitete izolirane DNK. Najmanj uspešno je bilo pomnoževanje 
COI v vzorcih R. luteum. 
 
Rezultati filogenetske analize gena za COI (Slika 5) kaže dobro podprto delitev vrst R. 
pulmo, R. luteum in R. octopus. Vrsti R. pulmo in R. octopus sta sestrski. Vrsta R. luteum pa 
je sestrska paru (R. pulmo, R. octopus). Raziskovalci dvomijo v obstoj vrste R. luteum, saj 
le ta prekinja areal sorodnih vrst R. pulmo in R. octopus. Rezultati naše filogenetske analize 
so podprli delitev rodu Rhizostoma na tri dobro definirane vrste, med katerimi ni 
hibridizacije oziroma je nismo zaznali. Poleg tega, lahko za vrsti R. pulmo in R. luteum 
zaključimo, da sta nastali z alopatrično speciacijo, saj sta vrsti geografsko ločeni in 
reprodukcijsko izolirani, glede na to, da nismo zaznali nobenih hibridniih osebkov. Na 
osnovi naših rezultatov ne moremo potrditi kakšen je odnos med R. octopus in R. luteum, saj 
smo razpolagali le s populacijo R. luteum iz jugozahodnega območja areala razširjenosti te 
vrste, ki meji na območje razširjenosti R. pulmo. Poleg tega smo za R. octopus razpolagali 
le z nukleotidnimi zaporedji za COI. Za dokončno razjasnitev odnosov med vrsto R. luteum 
in vrsto R. octopus bi morali v analizo vključiti tudi severnejše populacije R. luteum, ki so 
geografsko bližje območju razširjenosti R. octopus. Poleg tega bi morali vključiti tudi 
nukleotidna zaporedja 28S rDNK, ITS1 in ITS2 iz vrste R. octopus.  
 
Gibraltarska ožina je v preteklosti predstavljala pomembno filogeografsko oviro, preko nje 
je bil otežen prehod organizmov in hkrati preprečen pretok genov med populacijami 
(Patarnello in sod., 2007). Vendar pa je bolj verjeten razlog za ločitev in vzdrževanje ločitve 
med vrsto R. pulmo in R. luteum obstoj Almerijsko-Oranska fronta (AOF). To fronto ustvarja 
dotok manj goste vode iz Atlantika, ki ustvari dva anticiklonska tokova vode na območju 
Alboranskega morja. Tokova se premikata s hitrostjo 40 cm/s iz Španije do severne Afrike 
in ovirata mešanje površinske vode s preostalim Sredozemskim morjem. Ta dinamična 
fronta se premika v smeri vzhod – zahod in je dovolj močna, da omejuje razširjanje 
epipelagičnih vrst (njihovih jajc in larv) med Atlantikom in Sredozemskim morjem (Tintore 
in sod., 1988). Ledeni pokrov v času poledenitve je skrčil primerno območje bivanja 
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različnim vrstam, ki so se zatekle v refugije. Glynn in sodelavci (2015) so s 
paleodistribucijskim modelom želeli določiti potencialno primeren habitat za vrsto R. 
octopus v času zadnje poledenitve. Model je pokazal zelo omejeno območje na vzhodu 
severnega Atlantika. Tudi Sredozemsko morje se je izkazalo kot primeren habitat, vendar je 
Gibraltarska ožina predstavljala biogeografsko oviro, ki je preprečevala širjenje vrste na to 
območje. V pleistocenu je prišlo do sprememb in krčenja habitatov zaradi spremembe 
podnebja, kar je povzročilo zmanjševanje številčnosti populacije in otežilo migracije. Glynn 
in sodelavci (2015) so prišli do zaključkov, da se je po zadnji poledenitvi vrsta R. octopus 
razširila iz enega refugija na današnje območje razširjenosti. Delitev rodu Rhizostoma na tri 
vrste je verjetno posledica biogeografskega dogajanja v preteklosti in vsaj v primeru R. 
pulmo in R. luteum, razporeditve morskih tokov, ki te delitve vzdržujejo še danes. Prieto in 
sod. (2013) so prvič po 60 letih naleteli na naplavljene osebke R. luteum na Atlantski obali 
Maroka in južni obali Iberskega polotoka. Odsotnost starejših podatkov ne pomeni, da vrsta 
ni bila prisotna, temveč je bila morebiti samo spregledana. Njihove genetske analize rodu 
Rhizostoma so temeljile le na odseku COI.  
 
Dosedanje raziskave strukturiranosti populacij različnih vrst klobučnjakov v Sredozemskem 
morju so pokazale različne rezultate. Filogeografska analiza vrste Pelagia noctiluca v 
Sredozemskem morju ni potrdila geografske strukturiranosti v sedanjem času, a so avtorji 
našli signal za ločitev na dva klada iz preteklosti. Klada sta sedaj premešana zaradi 
admiksije. V preteklosti ločeni populaciji prideta ponovno v stik in se začneta med seboj 
razmnoževati, kar preprečuje nastanek geografske strukturiranosti (Stopar in sod., 2010). 
Vrsta Aurelia aurita je razdeljena na več kladov in kaže veliko genetsko strukturiranost v 
Sredozemskem morju (Ramšak in sod., 2012). Razdeljena je na več novih vrst, kot je Aurelia 
relicta (Scorrano in sod., 2016). Analize z markerjem COI nakazujejo strukturiranost 
populacij R. pulmo in R. octopus. Na filogenetskem drevesu (Slika 5) so razvidne genetske 
razlike osebkov vrste R. pulmo v Sredozemskem morju. Analiza nakazuje strukturiranost 
populacij iz vzhodnega, centralnega in zahodnega Sredozemskega morja ter severnega 
Jadrana. Največjo populacijo predstavljajo osebki iz centralnega Sredozemskega morja, 
katerih notranja delitev je na filogenetskem drevesu slabo podprta. Sicilska ožina ločuje 
vzhodno in zahodno Sredozemsko morje, kar je tudi lahko razlog za razlike med 
populacijami zahodnega Sredozemskega morja ter preostalimi lokacijami. Znano je, da 
svetloba, slanost, dostopnost hrane in temperatura vplivajo na strobilacijo polipov in 
preživetje efir/meduz. Zato so tokovi, temperatura in slanost morske vode glavni razlogi, da 
se izoblikujejo biogeografske regije in povzročijo genetske razlike med populacijami (Faleh 
in sod., 2017). Slanost Sredozemskega morja narašča proti vzhodu. Tok površinske vode 
sledi obalam severne Afrike proti vzhodu, kjer se obrne (cit. po Patarnello in sod., 2007). 
Poleg tega je izmenjava toplih in hladnih obdobij v kvartarju oblikovala genetsko strukturo 
pri mnogih morskih vrstah. Zaradi sprememb podnebja je prišlo do fragmentacije in 
posledično do zmanjšanega genskega pretoka med populacijami. Zaradi tega so se lahko 
izoblikovale različne linije vrste R. pulmo (Faleh in sod., 2017). 
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Na filogenetskem drevesu (Slika 5) je razvidna strukturiranost vrste R. octopus. Predstavniki 
teh skupin so iz obalnih voda ob Irski, Veliki Britaniji in Franciji. Na povezanost območij in 
s tem izmenjavo genetskega materiala lahko vplivajo tokovi, genetska ovira in različni 
dogodki, ki vplivajo na vrste v različnih letih vzorčenja. Razlog za nastanek skupin so lahko 
tokovi, ki izolirajo posamezne lokacije od drugih vzorčnih mest (Lee in sod., 2013). Vzorci 
so bili nabrani v različnih letih, ob francoski obali leta 2008, medtem ko so bili vzorci z 
drugih lokacij nabrani med leti 2003 in 2005, kar je, glede na povedano, lahko razlog za 
genetsko razliko (Lee in sod., 2013). Raziskava, ki so jo opravili Lee in sod. (2013), je 
pokazala genetsko izolacijo med vzorci nabranimi ob obalah Francije ter vzorci iz zaliva 
Tremadog (VB). 
 
Za filogenetsko analizo regij 28S, ITS1 in ITS2 smo imeli na voljo samo zaporedja vrst R. 
pulmo in R. luteum. Analiza je pokazala, da je delitev na dve vrsti v primeru regije 28S manj 
očitna. Filogenetsko drevo iz 28S (Slika 4) nukleotidnih zaporedij kaže, da so med haplotipi 
iz vrste R. luteum majhne razlike, medtem ko so pri vrsti R. pulmo vidne razlike. Pri slednji 
je jasna skupina sedmih haplotipov (28S_RP02, 28S_RP03, 28S_RP04, 28S_RP05, 
28S_RP06, 28S_RP07, 28S_RP08), kamor spada pet haplotipov iz severnega Jadrana ter po 
en haplotip iz centralnega in zahodnega Sredozemskega morja. Analiza regij ITS1 in ITS2 
je pokazala, da je regija ITS1 (Slika 6) bolj raznolika v primeru vrste R. pulmo. Regija ITS2 
(Slika 7) je uniformna, razlike med sekvencami so majhne. Stopar (2011) je v raziskavi prišla 
do zaključka, da regija ITS2 vrste R. pulmo ni variabilna, enako velja za vrsto P. noctiluca 
(Stopar in sod., 2010), saj so imeli vsi osebki isti haplotip. Taka enotnost nukleotidnih 
zaporedij je posledica procesa usklajene evolucije (Elder in Turner, 1995). Primerjava ITS1 
in ITS2 regij pri vrsti R. luteum je pokazala, da sta obe regij variabilni. Primerjava ITS regije 
različnih klobučnjakov je pokazala, da je pri meroplanktonskih vrstah regija ITS1 bolj 
variabilna kot ITS2 (Ramšak in sod., 2012), medtem ko je pri holoplanktonskih vrstah bolj 
variabilna regija ITS2 (Stopar, 2011). Ni še pojasnjeno kakšen je pomen opaženih razlik v 
variabilnosti ITS regij v različnih vrstah klobučnjakov.  
 
Razlike med mitohondrijskimi in jedrnimi filogenetskimi drevesi so lahko posledica različne 
filogenetske zgodovine. Za mitohondrijsko DNK sta značilni hitra evolucija in kopičenje 
mutacij, kar vpliva na večjo raznolikost haplotipov v populaciji (Avise, 2009). Za jedrne 
gene pa je značilna rekombinacija in s tem počasnejša evolucija in manjša raznolikost v 
primerjavi z mitohondrijsko DNK (Edwards in Bensch, 2009). Enako se je pokazalo v 
pričujoči raziskavi vrst iz rodu Rhizostoma, kjer so bile opazne razlike med filogenetskimi 
drevesi glede na izbrani genski marker (mitohondrijski ali jedrni markerji). Dodaten razlog 
za razlike med našimi filogenetskimi drevesi pa je lahko tudi posledica uporabe različnega 
števila analiziranih osebkov za vsak marker.  
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V nalogo smo želeli vključiti tudi filogenetsko drevo združenih sekvenc vseh analiziranih 
genskih markerjev. Ker nam ni uspelo izolirati oziroma pridobiti dovolj vzorcev s 
pomnoženimi vsemi genskimi markerji, nastalo drevo ni primerno. Vključili smo ga med 
priloge (Priloga D).  
 
5.2 FILOGEOGRAFSKA DISTRIBUCIJA 
 
Mrežna analiza regije COI (Slika 8) je razdelila haplotipe v tri skupine, kar je pokazalo tudi 
filogenetsko drevo (Slika 5). Prvo skupino predstavljajo osebki vrste R. luteum, drugo osebki 
vrste R. octopus in tretjo osebki vrste R. pulmo. Med prvo in drugo skupino je 28 mutacijskih 
korakov, medtem ko je med drugo in tretjo 12 mutacijskih korakov, kar pomeni da sta si R. 
octopus in R. pulmo bolj sorodni kakor vrsti R. octopus in R. luteum in potrjuje dobljene 
rezultate s filogenetskim drevesom (Slika 5). 
 
Pri skupini, ki predstavlja osebke vrste R. pulmo, je opazna zvezdasta razporeditev 
haplotipov okrog haplotipa številka 23 (COI_Hap_23), kar je posledica nedavne razširitve 
iz manjše populacije. Ta skupina zajema široko geografsko območje celotnega 
Sredozemskega morja. Razlike med populacijami severnega Jadrana, zahodnega, vzhodnega 
in centralnega Sredozemskega morja so majhne, vendar še vedno kažejo strukturiranost vrste 
R. pulmo v Sredozemskem morju. Vzorec vrste R. pulmo (HP930513) in vzorci vrste R. 
luteum (HF937340, HF937341, HF545309) izvirajo iz iste lokacije (na obali Portugalske), 
vendar pripadajo različnim haplotipom (Slika 8). Mrežna analiza haplotipov in analiza 
filogenetskega drevesa (Slika 5) sta vzorec vrste R. pulmo (HP930513) uvrstila v isto 
skupino kakor druge vzorce vrste R. pulmo iz zahodnega Sredozemskega morja. 
 
Mrežna analiza je pokazala devet haplotipov vrste R. octopus (od haplotipa označenega s 
številko 2 do številke 10). Haplotip številka 10 (COI_Hap_10) predstavljajo osebki, ki so 
bili vzorčeni ob obalah Irske, Velike Britanije in Francije. Preostali haplotipi vrste R. octopus 
izhajajo iz haplotipa številka 10 (COI_Hap_10). Raziskava  je pokazala, da so nekatera 
območja s tokovi bolj povezana kakor druga. Vzorčna mesta ob obali Rosslare (Irska) in 
Gormanstown (Irska) ter zaliv Camarthen (VB) in Rosslare (Irska) povezujejo tokovi, 
medtem ko sta vzorčni mesta iz Francije (COI_Hap_9) in zaliv Tremadog (VB) 
(COI_Hap_9) relativno izolirani (Lee in sod., 2013). Tudi naša analiza je potrdila predhodne 
ugotovitve. Razlika je lahko tudi posledica genetske izolacije meduz iz Francije in zaliva 
Tremadog (VB). Vzorci iz Francije se lahko razlikujejo tudi zaradi časovne razlike med 
vzorčenji, saj so bili le-ti nabrani vsaj tri leta kasneje od vzorcev nabranih na preostalih 
lokacijah (Lee in sod., 2012). Mrežna analiza haplotipov kaže, da se je vrsta R. octopus 
razširila iz območja refugija, saj se predniški haplotip (COI_Hap_10) pojavlja na robnem 
območju pleistocenskih ledenikov. 
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Mrežni analizi haplotipov regij ITS1 in ITS2 sta pokazali delitev na dve skupini, ki ustrezata 
razdelitvi na vrsti R. pulmo in R. octopus. V primeru regije ITS1 je med skupinama 37 
mutacijskih korakov, med tem ko regijo ITS2 loči devet mutacijskih korakov. 
 
Variabilnost regije ITS2 je majhna, saj ima večina osebkov vrste R. pulmo isti haplotip 
(ITS2_Hap_9) in haplotipi s po enim predstavnikom zvezdasto izhajajo iz njega. Pri vrsti R. 
luteum je razvidna večja variabilnost. Prisotnih je sedem haplotipov, med katerimi je 
haplotip številka 4 (ITS2_Hap_4) z največ predstavniki, drugi vsebujejo enega ali dva 
osebka. Mutacijski koraki med haplotipi so oddaljeni za le en korak. Tudi variabilnost regije 
ITS1 pri R. pulmo je majhna, vendar večja kakor pri regiji ITS2. R. pulmo ima pet haplotipov, 
med katerimi je haplotip številka 6 (ITS1_Hap_6) najbolj zastopan. Ostali štirje imajo po 
enega predstavnika. R. luteum ima štiri haplotipe, med katerimi je le eden zastopan z več 
osebki (ITS1_Hap_4). Stopar (2011) je ugotovila, da regija ITS2 vrste R. pulmo ni 
variabilna, saj imajo vsi osebki isti haplotip, medtem ko je regija ITS1 bolj variabilna. Naši 
rezultati filogeografskih analiz haplotipov v Sredozemskem morju so pokazali eno dobro 
podprto filogenetsko skupino regije ITS2, kar je lahko posledica procesa usklajene evolucije 
(Elder in Turner, 1995). 
 
Naši rezultati so pokazali, da je pri vrstah R. pulmo in R. octopus prisotna filogeografska 
strukturiranost. Tokovi in geografska razčlenjenost lahko pogojujejo filogeografsko 
strukturiranost znotraj vrst. Za bolj podroben vpogled v filogeografsko strukturiranost 
populacij in opredelitev genskega pretoka v populacijah skozi čas, pa bi potrebovali več hitro 
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- Filogenetska analiza nukleotidnih zaporedij COI kaže dobro podprto delitev na vrste 
R. pulmo, R. luteum in R. octopus. Delitev rodu Rhizostoma na tri vrste je verjetno 
posledica biogeografskih dogajanj v preteklosti in morskih tokov (Almerijsko – 
Oranska fronta), ki te delitve vzdržujejo. S tem smo našo prvo hipotezo podprli. 
  
- Filogenetsko drevo ter mrežna analiza haplotipov gena za COI kaže filogeografsko 
strukturiranost pri vrsti R. pulmo v Sredozemskem morju. Analiza nakazuje genetsko 
strukturiranost populacij na vzhodno, centralno in zahodno Sredozemsko morje ter 
severni Jadran. S tem smo potrdili tudi drugo hipotezo. Tokovi in geografska 
razčlenjenost vplivajo na filogeografsko strukturiranost znotraj samih vrst. 
 
- Strukturiranost populacij iz rodu Rhizostoma je posledica geološke preteklosti, ki je 
ločila populacije in s tem onemogočila migracije in pretok genov.  
 
- Regija ITS1 je v vrsti R. pulmo bolj raznolika od regije ITS2. Regija ITS2 je 
uniformna, kar se kaže v nizki haplotipski variabilnosti regije. Razlike med 
sekvencami so majhne. Pri vrsti R. luteum pa sta obe regiji bolj variabilni.  
 
- V bodoče raziskave bi morali vključiti več vzorcev, da bi pokrili celoten areal (obala 
Črnega morja, Portugalske, severne obale Španije). Pri vrstah R. octopus in R. luteum 
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Predstavniki rodu Rhizostoma nimajo nimajo marginalnih tentaklov, na ustnem stožcu je 
osem ustnih ramen na katerih so majhne ustne odprtine. Rod predstavljajo tri vrste: R. pulmo 
(Macri, 1778) iz Sredozemskega in Črnega morja, R. octopus (Linnaeus, 1788), ki je 
razširjena od obale Portugalske do Severnega morja in R. luteum (Quoy in Gaimard, 1827), 
ki živi  ob južni obali Portugalske, ob Gibraltarski ožini ter ob zahodnih obalah Afrike (Holst 
in sod., 2007). Prav razširjenost je ena izmed razlik, ki vrste ločuje med seboj. Morfološke 
razlike so med vrstami namreč zelo majhne. R. pulmo in R. octopus sta si morfološko najbolj 
podobni in se razlikujeta le po številu robnih krp (Mayer, 1910). R. luteum se od R. pulmo 
in R. octopus razlikuje po obliki ustnih ramen in končnih priveskov, ki so v R. luteum 
podaljšani in stanjšani, ter po fižolastih zadebelitvah, ki so prisotne v subgenitalnih 
vdolbinah (Kramp, 1961). V preteklosti se je taksonomija rodu spreminjala (Mayer, 1910; 
Kramp, 1955, 1961; Russell, 1970) in še danes povzroča dvome med znanstveniki.  
 
V primeru, ko so morfološke razlike med vrstami majhne, lahko odnose razjasnimo z analizo 
nukleotidnih zaporedij v DNK. V našo analizo so bili vključeni vzorci vrst R. pulmo, R. 
luteum in R. octopus iz petih biogeografskih regij (severni Jadran, zahodno, vzhodno, 
centralno Sredozemsko morje, severovzhodni Atlantik). Za filogenetsko analizo smo 
uporabili zaporedja genov za 28S, COI, ITS1 in ITS2. Za razrešitev vprašanja filogenetskih 
odnosov smo uporabili Bayesovo statistiko ter metodo največjega verjetja. 
 
Rezultati naše filogenetske analize so podprli delitev rodu Rhizostoma na tri dobro definirane 
vrste. Za vrsti R. pulmo in R. luteum lahko zaključimo, da sta nastali z alopatrično speciacijo, 
saj sta geografsko ločeni in reprodukcijsko izolirani. Delitev rodu Rhizostoma na tri vrste je 
verjetno posledica biogeografskega dogajanja v preteklosti in vsaj v primeru R. pulmo in R. 
luteum, razporeditve morskih tokov (Almerijsko-Oranska fronta), ki te delitve vzdržujejo še 
danes. Analize z markerjem COI nakazujejo strukturiranost populacij R. pulmo in R. 
octopus. Na filogenetskem drevesu so razvidne genetske razlike osebkov vrste R. pulmo v 
Sredozemskem morju. Analiza nakazuje strukturiranost populacij iz vzhodnega, centralnega 
in zahodnega Sredozemskega morja ter severnega Jadrana. Mrežna analiza regije COI je 
razdelila haplotipe v tri skupine. Prvo skupino predstavljajo osebki vrste R. luteum, drugo 
osebki vrste R. octopus in tretjo osebki vrste R. pulmo, kar potrjuje rezultate filogenetskega 
drevesa. Razlike med populacijami severnega Jadrana, zahodnega, vzhodnega in centralnega 
Sredozemskega morja so majhne, vendar še vedno kažejo strukturiranost vrste R. pulmo v 
Sredozemskem morju. Tudi mrežna analiza haplotipov vrste R. octopus je pokazala 
strukturiranost med vzorci nabranimi ob obalah Irske, Velike Britanije in Francije. Naši 
rezultati filogeografskih analiz haplotipov R. pulmo v Sredozemskem morju so pokazali 
precejšno uniformnost regije ITS2, regija ITS1 je bolj raznolika. Pri vrsti R. luteum pa je bila 
raznolikost regije ITS2 večja kakor raznolikost regije ITS1.  
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